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•论著.

体外培养组织工程皮肤几种活性肽及 

细胞外基质的表达

肖仕初 夏照帆 杨琚 刘志国 贲道锋 俞为荣 杨勇 朱世辉

【摘要】目的 观察体外培养组织王程皮肤的生物学活性。 方法 将表皮细胞和(/或)成纤 

维细胞种植于脱细胞真皮表面，经培养后形成各种皮肤替代物，分别于接种后3、7 d时收集培养上 

清，采用酶联免疫吸附法(ELISA)测定白细胞介素(IL)-6JL-8和转化型生长因子pjTGF-pj的含 

量，采用放射免疫法测定层粘连蛋白、透明质酸、I型和IH型胶原的含量。 结果 各皮肤替代物上 

清中均可检测到一定量的细胞因子、生长因子和细胞外基质成分，培养7 d与3 d时相比，除TGF-p, 
外，其余各指标的含量均明显上升(P <0.01)o含表皮细胞和成纤维细胞的皮肤替代物与单纯含成 

纤维细胞的皮肤替代物相比，培养上清中I、m型胶原含量明显减少(P <0.01)。 结论 体外培 

养的皮肤替代物具有较强的生物学活性，种植表皮细胞对成纤维细胞的功能具有一定的调节作用。

【关键词】表皮细胞；成纤维细胞；细胞外基质；活性肽；脱细胞真皮基质
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[Abstract] Objective To investigate the bioactivity in the in vitro cultured tissue engineering skin. 
Methods Epithelial cells and fibroblasts were seeded onto the surface of an acellular dermal matrix to 

form a skin substitute, and the culture supernatants were collected on the 3rd and the 7th day. The changes 
in the content of interleukin-6 and interleukin-8 (IL-6,8) and transforming growth factor 1 (TGF-pl ) in the 
supernatants were measured by enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA)，while the changes in the con
tent of laminin，hyaluronic acid，type I and type HI collagen were quantified by radioactive immunoassay 
(RIA). Results A certain amounts of cytokines, growth factors and extracellular matrix could be detected 
in the supernatant of the skin substitute, and the contents of these substances on the 7th day were significant
ly higher than those on the 3rd day( P <0. 01 ). The contents of type I and type DI collagen in the skin sub
stitute containing both epidermis and fibroblast were dramatically lower compared with those in the skin sub
stitute only containing fibroblast( P <0. 01 ). Conclusion The in vitro cultured skin substitute possessed 
relatively powerful bioactivity, and the fibroblast function could be modulated to some extent by seeding epi- 
dennis on it.

【Key words 】 Epidermis ； Fibroblast ； Extracellular matrix ； Active peptide ； Acellular dermal
matrix

组织工程皮肤的构建与移植已成为烧伤医学研 

究的热点。对于体外培养的皮肤替代物的生物学活 

性，目前尚缺乏有效的方法进行评价［1］。本研究以 

异种(猪)脱细胞真皮基质(acellular dermal matrix， 
ADM)为载体，构建含表皮细胞层及(/或)成纤维细 

胞层的皮肤替代物，测定其在体外培养条件下几种 

活性肽及细胞外基质成分的表达，从而观察其基本
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材料与方法

1. 分组:实验分为单纯表皮细胞(human kerati- 
nocyte，HK )组、单纯成纤维细胞(human fibroblast， 
HF)组、表皮细胞-ADM ( HK-ADM )组、表皮细胞- 

ADM-成纤维细胞(HK-ADM-HF)组、ADM-成纤维 

细胞(ADM-HF)组。

2. 皮肤替代物的体外构建:参照文献［2,3］进 

行，制备ADM后保存于4^待用。HK-ADM的构 

建:在ADM表皮面接种HK( 5 xl05/cm2),按常规 

进行体外培养，每2〜3 d换液1次。HK-ADM-HF 
的构建:在ADM真皮面接种HF(2 xl05/cm2)，常 

规培养。2d后，翻转ADM使表皮面朝上，接种HK 
(5 x 105/cm2)，继续培养。ADM-HF的构建:在ADM
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真皮面接种HF（2 x 105/cm2）,常规培养。

3. 形态学观察:接种后，对各皮肤替代物定期取 

组织切片，行常规组织学及扫描电镜观察，以HK组 

或HF组作为对照。

4. 培养上清中各项指标的测定:分别于接种后

3、7 d时，吸取各培养物的培养上清，置-20艺保存 

待测。（1）培养上清中白细胞介素（IL）-6 JL-8和 

转化型生长因子p^TGF-p.）的测定:按酶联免疫吸 

附法（ELISA）试剂盒（美国Genzyme公司）说明书操 

作。采用美国Bio-rad公司生产的酶标仪，于波长 

450 nm处测定各样品吸光度（A ）值，根据标准曲线 

换算成相应浓度。（2）培养上清中I、m型胶原、层 

粘连蛋白、透明质酸含量的测定:采用放射免疫分析 

测定试剂盒（海军医学研究所生物技术中心）进行 

测定。用Mini-monitor型放射性检测仪（英国Mor- 
gan公司）测定沉淀物放射性，数据经计算机处理， 

获得测定值。

5. 统计学分析:数据以x ± 5表示，进行方差分 

析，两两比较行g检验。

结 果

1.形态学观察:HK接种后约5 d，可达70% - 
80%融合，1周左右融合成片。HK-ADM组培养后 

24 h，镜下可见HK黏附于ADM表面并形成细胞集 

落，周围有细胞核淡染的新生HK;培养后1周，组 

织切片可见ADM表面存在连续的单层细胞条带。 

HF-ADM组与HK相比，贴壁时间短，生长增殖较 

快;培养后1周，HF形成密集的细胞膜片，ADM基 

质内亦可见少量HF侵人生长。

2. 上清中 IL-6 JL-8.TGF-P!的含量：HK-ADM 
组与HK组或ADM-HF组与HF组相比，上清中上 

述各指标的含量差异无显著性意义（P >0.05）。 

培养7 d与3 d时相比，各皮肤替代物上清中IL-6 
和IL-8的含量均明显上升（P <0.01）,见表1。 

TGF-p.的表达无明显变化，维持在（1.025 ±0.034） 
~（1. 142 ±0.004） pg/ml。

3. 培养上清中I、m型胶原、层粘连蛋白、透明 

质酸含量的测定：HK和HF均分泌层粘连蛋白、透 

明质酸和III型胶原，HF为其主要来源。HK-ADM 
组与HK组或ADM-HF组与HF组相比，培养上清 

中上述指标的含量差异无显著性意义（P〉0.05）。 

各皮肤替代物培养7 d与3 d时相比，其上清中上述 

指标的含量均明显上升（P <0.01）。HK-ADM-HF 
组与ADM-HF组相比，上清中I、HI型胶原含量明 

显减少（P <0.01），见表2。

讨 论

客观地评价皮肤替代物的生物学活性，对指导 

其体外构建、保证移植成功有重要意义。目前最常 

用的研究方法是对体外培养的皮肤替代物进行组织 

表1各皮肤替代物培养上清中IL-6JL-8含量的变化(pg/ml,x ±5 )
Tab 1 The changes in the content of IL-6 and IL-8 in the cultured supernatant of the skin substitute(pg/ml, x ± s )

注:各组标本数为7;与培养3 d比较，* * P <0.01

组别
IL-6 IL-8

培养3 d 培养7 d 培养3 d 培养7 d
HK 19.3 ±4.2 41.3 ±7.7 212.7±12.9 264.2±18.7
HK-ADM 21.3 ±5.7 38.2±8.6* * 198. 1 ±15.3 249.9 ±14.2* *
HF 341.2±21.7 399.7 ±27.3 195.7 ±11.6 272.3 ±13.8
ADM-HF 328.5 ±20. 1 393.2 ± 19.4* * 203.4 ±13.5 260.3 ±17.9* *
HK-ADM-HF 413.2 ±21.7 480.6 ±29.7* * 227.3 ±21.8 271.4 ±20.3* *

表2皮肤替代物培养上清中层粘连蛋白、透明质酸和I、ID型胶原表达的变化（ng/ml,x±5）
Tab 2 The changes in the laminin and hyaluronic acid in the cultured supernatant of the skin substitue( ng/ml ,x ±s)

组别
层粘连蛋白 透明质酸 I型胶原 HI型胶原

培养3 d 培养7 d 培养3 d 培养7 d 培养3 d 培养7 d 培养3 d 培养7 d

HK 16.9± 
3.6

25.3 ±
10.6

749.0 ± 
45.8

888.6 ±
65.7 - -

47.1 ±
12.6

62.9 ± 
23.9

HK-ADM 12.9± 23.5 ± 722.5 ± 808.5 ± 46.8 ± 63.1 ±
4.6 4.7* * 76.6 85.2* * 14.7 18.4* *

HF 45.6 ± 55. 1 ± 998.1 ± 1 230.5 ± 294.3 ± 325.9 ± 208.4 ± 255.8 ±
10.4 9.8 97.4 93.2 35. 1 30.2 34.6 35.1

ADM-HF 45.7 ± 57.3 ± 1 006.2 ± 1 230.5 ± 284.6 ± 329.3 ± 225.6 ± 283.9 ±
8.0 11.2* * 85.6 93.2* * 23.7 28.6* * 22.5 26.4* *

HK-ADM-HF 52. 1 ± 68.9 ± 1 104.8 ± 1 357.9 ± 104.3 ± 155.9 ± 126.9 ± 171.1 ±
9.6 8.8* * 97.5 150.9* * 13.6 28.7* … 24.7+ + 29.2* * + +

注:各组标本数为7;与培养3 d比较，* * P <0.01；与ADM-HF组比较，+ + P <0.01
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切片及扫描电镜观察，判断种植的表皮细胞和成纤 

维细胞在真皮支架上的生长状况。但关于皮肤替代 

物分泌的对创面修复具有重要作用的各种活性肽及 

细胞外基质成分，尚未见系统研究报道。本实验动 

态观察了以ADM为载体构建的多种皮肤替代物在 

体外培养条件下表达活性物质的情况。结果显示， 

种植HK及（/或）HF的皮肤替代槪均能表达IL-6. 
IL-8 .TGF-p^层粘连蛋白、透明质酸及I、111型胶 

原，且随培养时间延长，其分泌量增多（TGF-p,除 

外）；皮肤替代物与单纯培养的HK或HF相比，各 

种成分的表达量无明显差异。已有研究证明，高增 

殖活性的表皮细胞比静止分化的细胞更能产生各种 

活性肽［4］。本实验结果表明，真皮支架对细胞无明 

显毒性作用，接种的表皮细胞和成纤维细胞具有较 

强的生物学活性和继续增殖的能力。

IL-6是表皮细胞的一种丝裂原，可加速创面表 

皮化，IL-8作为一种炎性细胞因子，也可促进表皮细 

胞生长增殖，同时促进创面血管化。TGF-p,在体内 

可刺激血管内皮细胞、成纤维细胞增殖，加速肉芽组 

织形成，促进表皮细胞迁移。层粘连蛋白、透明质酸 

作为真皮结构的重要组成部分，对表皮细胞、成纤维 

细胞、血管内皮细胞的黏附、迁移和生长也具有重要 

作用。这些活性物质的分泌不但反应皮肤替代物具 

有良好的生物学活性，而且可能有提高其移植存活 

率的作用。

胶原的合成、分泌和沉积是创面修复的必备条 

件，成纤维细胞是胶原合成与降解的主要效应细胞。 

皮肤中i、m型胶原比例越小，则形成瘢痕越轻［5］。 

本实验观察到，成纤维细胞分泌的胶原明显高于表 

皮细胞，而当在皮肤替代物中引人表皮细胞后，成纤 

维细胞分泌的胶原量明显下降，其中I型胶原分泌 

量下降最明显。已有文献报道，表皮细胞培养上清 

可刺激成纤维细胞生长增殖，但抑制胶原合成，这种 

作用不需两者直接接触:6］。表明表皮细胞对成纤 

维细胞的生物学活性具有一定的调节作用，对防止 

皮肤替代物移植后瘢痕形成具有重要意义。
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